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Tumor necrosis factor (TNFトα plays an important role in the accumulation of neutrophils in
the lungs infected with St7ゆtococcus Pneumoniae･ This cytokine also act to promote the killing
activity of neutrophils against infectious microorganisms･ Previously, we have demonstrated that
Gr-1+ cells contribute to the synthesis of TNF-α, in addition to macrophages, in lungs after infection
with S･ pneumoniae･ However, it remains to be elucidated how TNF-α-producing Grll. cells are
accumulated in lungs after this infection, and therefore, in this study, we addressed this issue. In a
now cytometric analysis, TNF-α+ Gr-1+ cells were increased in spleen and bone marrow after 12h
pulmonary infectionwith S. pneumoniae. These cells were increased in bone marrow cells 24h after
in uit710 Culturewith S･ Pneumoniae･ whereas such increase was not observed in spleen cells.
Interestingly, TNF-α levels in the culture supernatants were not detected in both spleen cells and
bone marrow cells upon in uitro stimulationwith this bacterium･ These results suggest that TNF-
α-producing Gr-1+ cells accumulating in the lungs may be originated from bone marrow and that
these cells may secrete TNF-a only at the site of infection.
度に検出される｡グラム陽性双球菌として知られ
はじめに　　　　　　　る肺炎球菌は,耳鼻科領域の感染症や髄膜炎にお
肺炎は本邦における死亡原因の第4位に挙げら　いても重要な原因菌であり,小児や高齢者,慢性
れ,肺炎球菌は市中肺炎の起因菌として最も高頻　心肺疾患,エイズ,牌摘患者などでは,侵襲性感
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染症を引き起こすため,臨床上極めて問題となっ
ているl･2)｡また,近年では薬剤耐性肺炎球菌感染
症の増加なども見られることから3),肺炎球菌に
対する予防の重要性は大きく,感染防御機構の解
明は急務である｡
現在,肺炎球菌性肺炎の防御機構には肺胞腔内
への好中球浸潤が大きく関与し,主に好中球に
よって産生される活性酸素種が肺炎球菌排除の役
割を担っていると考えられている4)｡好中球浸潤
には,マクロファージ炎症タンパク(MIP)-25,6)や
腫癌壊死因子(Tumor Necrosis Factor : TNF) -
αなどが関係しており,特にTNF-αは感染局所
での細胞接着分子の発現を高め,好中球と血管内
皮細胞の結合を強固にすることで好中球の集積を
促進している7･8)｡さらに,TNF-αは好中球の殺菌
能も高めることが知られており9･10),実際に肺炎球
菌感染マウスに抗TNF-α中和抗体を投与する
と好中球浸潤が弱まり,数日のうちに全例が死亡
するという報告もされている11･12)0 TNF-αは
様々なToll様受容体リガンドの刺激によってマ
クロファージや樹状細胞から放出されることは知
られているが13),肺炎球菌感染における肺内の
TNF-α産生細胞については未だ十分には明らか
にされていない｡
これまでに我々は,マウスにおける肺炎球菌感
染後の肺内TNF-α産生がマクロファージのみ
ならず,好中球の表面マーカーであるGr-1を発
現した細胞によっても担われていることを見出し
てきた14)｡そこで本研究では,肺炎球菌感染後に肺
内に集積するGr-1陽性細胞の起源を明らかにす
ることを目的とし,肺臓や骨髄中におけるこれら
細胞について,フローサイトメトリー解析を用い
て検証した｡
材料および方法
1.使用菌株
肺炎球菌臨床分離株(URF918 ; serotype3)を
Todd-Hewitt broth (Difco, Detroit, MI, USA)
で37oC, 5%CO2インキュベータ内で6時間培養
し増菌した｡この菌液をリン酸緩衝液(phos-
phate-buffered saline: PBS)で2回洗浄したの
ち, PBSに懸濁したものを接種菌液とした｡
2.肺炎球菌性マウス肺炎モデル
東北大学大学院医学系研究科付属動物実験施設
から得た成熟C57BL/6マウス(6-8適齢)に肺炎
球菌臨床分離株URF918を2×106CFU/mouse
で気管内投与することによりマウス肺炎モデルを
作製した｡このマウス肺炎モデルにおいて,通常,
マウスが死亡することはないが,まれに肺炎球菌
感染後7日までに17%のマウスが死亡すること
が確認されている14)｡これらの実験はすべて,東北
大学動物実験委員会の承認のもとに行った｡
3.細胞培養
C57BL/6マウスから牌臓および骨髄を採取し,
10 % FCSと50JJM 2-mercaptoethanol, 100 U/
mlペニシリンG-100JJg/mlストレプトマイシン
(Sigma, St Louis, MO, USA)を添加したRPMI
1640メディウム(Nipro, Osaka, Japan)を用い
て単離細胞浮遊液を調整した｡その後, 1×106/ml
の牌細胞あるいは骨髄細胞を,肺炎球菌菌液
(MOI 1, MOI 3)やLipopolysaccharide (LPS :
Sigma) (1JJg/ml)と共に37oC, 5% CO2下で24
時間静置培養を行った｡
4.フローサイトメトリー解析
1)モノクローナル抗体
ハイブリドーマ(clone2.4G2)の培養上清から
抗Fcγレセプター抗体を作製して使用した14)｡ま
た, FITC標識抗TNF-α抗体(clone MP6-
XT22, BD Biosciences, Sam Jose, CA, USA),
PE標識抗Gr-1抗体(clone RB6-8C5, BD Bios-
ciences),対照としてFITCまたはPE標識アイ
ソタイプコントロール･ラットIgGを用いた｡
2)モノクローナル抗体による染色と解析
調製した牌臓･骨髄の単離細胞浮遊液あるいは
培養細胞から2×105個の細胞を,抗Fcγレセプ
ター抗体(2JJg/ml)と4oCで15分反応させたの
ち, PE標識抗Gr-1抗体で細胞表面を染色した｡
その後, cyto丘X/cytoperm (BD Biosciences)と
反応させ, FITC標識抗TNF-α抗体で細胞内
TNF-αを染色した｡測定はフローサイトメト
リー(Cytomics FC500, Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, USA)を用い,細胞数を30,000個
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カウントして陽性細胞比率を求めた｡
5.サイトカイン測定
肺細胞および骨髄細胞を肺炎球菌菌液(MOI 1,
MOI 3)やLPS (1/Jg/ml)と24時間共培養し,
培養上清中のTNF-αを, ELISA法(BD Bios-
ciences)を用いて測定した｡
結　　　果
1.肺炎球菌感染による牌臓,骨髄でのTNF-
α産生Gr-1陽性細胞の増加
これまでの検討で,我々は,肺炎球菌感染後12
時間をピークに肺内にTNF-α産生Gr-1陽性細
胞が集積してくることを確認している14)｡そこで,
肺炎球菌感染によって肺内に集積してくるこれら
TNF-α産生Gr-1陽性細胞がどこで分化･増殖
しているかを調べるために,造血組織である牌臓
未感染
と骨髄について以下の実験を行った｡
①　肺炎球菌末感染のマウスと肺炎球菌感染後
12時間のマウスからそれぞれ牌細胞を採取し,フ
ローサイトメトリーを用いて解析を行った｡肺炎
球菌未感染のマウスから採取した肺細胞では
TNF-αを産生しているGr-1陽性細胞は2.93%
であるが,肺炎球菌感染12時間後のマウスから採
取した肺細胞ではTNF-α産生Gr-1陽性細胞が
13.4%と著明な増加がみられた(図1)｡実験は各
群3匹で行い,データはそのうちの代表的なもの
を用いた｡
②　同様に,肺炎球菌未感染と肺炎球菌感染後
12時間のマウスからそれぞれ骨髄細胞を採取し,
フローサイトメトリーを用いて解析を行ったとこ
ろ,肺炎球菌未感染のマウスから採取した骨髄細
胞ではTNF-α産生Gr-1陽性細胞は3,2%とは
感染12時間後
TNF-α
図1.肺炎球菌感染前後の牌細胞におけるフローサイトメトリー解析
肺炎球菌未感染のマウスと肺炎球菌感染後12時間のマウスからそれぞれ肺細胞を採取し,フローサイ
トメトリーを用いてFSC/SSCにおいて線で囲んだ領域にゲートをかけて解析を行った｡下段の数字
はゲート内における割合(%)を示す｡
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とんど存在していなかったが,肺炎球菌感染12時
間後のマウスから採取した骨髄細胞では41.1%
のTNF-α産生Gr-1陽性細胞が存在していた
(図2)｡実験は各群3匹で行い,データはそのうち
の代表的なものを用いた｡
肺炎球菌を気道に感染させているにも関わら-
ず,肺細胞,骨髄細胞でも肺と同様のTNF-α産
生Gr-1陽性細胞が増加することから,肺に集積
してくるこれら細胞は肺臓あるいは骨髄で分化･
増殖している可能性があることが示唆された｡
2.肺炎球菌刺激による牌細胞,骨髄細胞中の
TNF-α産生Gr-1陽性細胞の変化
次に,肺炎球菌未感染のマウスから牌細胞,骨
髄細胞を採申し, in vitroで肺炎球菌刺激を行い,
in uiuoと同様の結果が得られるかどうかを確か
めた｡肺炎球菌を添加したサンプルで, TNF-α,
未感染
Gr-1ともに陰性の集団が斜めに線状に伸びてい
るが,死細胞と考え,その部分をゲートから外し
解析を行った｡肺細胞では肺炎球菌刺激において
in viuoで見られたようなTNF-α産生Gr-1陽
性細胞の増加は見られなかった(図3)｡しかし,骨
髄細胞では肺炎球菌のMOI 3刺激でinvivoと同
様のTNF一α産生Gr-1陽性細胞の明らかな増加
が見られた(図4)｡
骨髄細胞ではin uihlOとin uiuoで同様の結果
が得られたことから,肺炎球菌感染における
TNF-α産生Gr-1陽性細胞の起源は牌臓ではな
く骨髄であることが示唆された｡
3.肺炎球菌刺激による牌細胞,骨髄細胞から
のTNF-α産生
最後に,結果2の実験で肺炎球菌刺激を受けた
牌細胞,骨髄細胞の培養上清中のTNF一α濃度を
感染12時間後
TNF-α
図2.肺炎球菌感染前後の骨髄細胞におけるフローサイトメトリー解析
肺炎球菌未感染のマウスと肺炎球菌感染後12時間のマウスからそれぞれ骨髄細胞を採取し,フローサ
イトメトリーを用いてFSC/SSCにおいて線で囲んだ領域にゲートをかけて解析を行った｡下段の数
字はゲート内における割合(%)を示す｡
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測定したところ,驚くべきことに肺炎球菌刺激で
はその培養上清中にTNF-αは検出されなかっ
た(図5A, B)0 TNF-α産生Gr-1陽性細胞の増
加が見られた骨髄細胞のMOI3刺激でも,その培
養上清中にTNF-αが検出されなかったことか
ら, TNF-α産生Gr-1陽性細胞はTNF-αを細ノ
胞内に蓄えるのみで,細胞外に放出しているわけ
meditJm
ではないことがわかった｡
考　　　察
今回の研究で我々は,肺炎球菌感染防御に重要
な役割を担っているTNF-α産生Gr-1陽性細胞
が,肺炎球菌の気管内感染により骨髄で分化･増
殖し,その後感染局所(肺)に集積する可能性が
MOI 1 MOI 3
二=-百二二==二
TNFα
図3.牌細胞における細胞培養24時間後のフローサイトメトリー解析
C57BL/6マウスから牌細胞を採取し,肺炎球菌(MOI 1, MOI 3)やLPS (lJ`g/ml)と共に24時
間培養を行った｡その後,細胞を回収し,フローサイトメトリーを用いて,図上段のFSC/SSCにおい
て線で囲んだ領域にゲートをかけて解析した｡下段は中段の四角で囲った領域でのTNF-α発現細胞
を解析した｡陽性領域はアイソタイプコントロールIgGを基準に決定した｡ MOI: multiplicity of
infection.
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あることを示唆する結果を得た｡さらに,骨髄細
胞で分化･増殖したTNF-α産生Gr-1陽性細胞
は, TNF-αを骨髄のような不必要な場所では放
出せず,感染局所でのみ放出するという非常に理
にかなったメカニズムを持つことが示唆された｡
好中球の分化･増殖は,炎症による刺激によっ-
て骨髄で急速に起き,その調節にはG-CSFが関
medium
与しているという報告がされている15)｡本研究で
のin uiuoの実験結果では,肺炎球菌感染におい
て骨髄でTNF-α産生Gr-1陽性細胞の増加が見
られたが,骨髄や血液中からは肺炎球菌は検出さ
れなかった(未発表データ)｡臨床的に,肺炎球菌
肺炎症例,あるいは,小児の咽頭コロニゼ-ショ
ン症例で,尿中に肺炎球菌抗原が検出されること
MOI 1 MOI 3
Jraqunu〓3U
TNFα
図4.骨髄細胞における細胞培養24時間後のフローサイトメトリー解析
C57BL/6マウスから骨髄細胞を採取し,肺炎球菌(Moll, MOI3)やLPS (1J`g/ml)と共に24時
間培養を行った｡その後,細胞を回収し,フローサイトメトリーを用いて,図上段のFSC/SSCにおい
て線で囲んだ領域にゲートをかけて解析した｡下段は中段の四角で囲った領域でのTNトα発現細胞
を解析した｡陽性領域はアイソタイプコントロールIgGを基準に決定した｡ MOI: multiplicity of
infection.
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図5.各種細胞培養上清中のTNF-α測定
C57BL/6マウスから肺細胞(A)および骨髄細胞(B)を採取し,肺炎球菌(MOIl, MOI3)やLPS
(1 /`g/ml)と共に24時間培糞を行い,その培養上暗中のTNF-α濃度を測定した｡グラフは平均値±
SD (n-3)を示す｡牌細胞,骨髄細胞共に, LPSにおいては培養上清中にTNFTαが検出されたが,
肺炎球菌刺激においてはほとんど検出されなかった｡ MOI : multiplicity of infection.
から16,17),肺炎球菌自体ではなく何らかの肺炎球
菌由来のコンポーネント(pathogen-associted
molecular patterns : PAMPs)が肺から骨髄に到
達し,骨髄細胞のパターン認識受容体を刺激する
ためにTNF-α産生Gr-1陽性細胞の分化･増殖
が起こると考えている｡
肺臓における好中球の分化･増殖は,骨髄の発
達していない胎生期や骨髄線維症などの骨髄機能
低下による場合に起こるとされ,通常であれば,好
中球の分化は牌臓では起こらない｡今回,肺細胞
において, in vivoの実験ではTNF-α産生Gr-1
陽性細胞の増加が見られるが, in vity10の実験で
は見られないという結果の相違は,肺炎球菌感染
によって骨髄細胞で急速に分化･増殖したTNF-
α産生Gr-1陽性細胞が血流に乗り感染局所に到
達する途中で牌臓を経由しているためだと考え
る｡肺臓を経由する理由は定かではないが,骨髄
で作られた血液細胞は一度牌臓に蓄えられるとい
う報告もあることから18),その時に牌臓に貯蔵さ
れたTNF一α産生Gr-1陽性細胞がフローサイト
メトリーで検出されたと考える｡
TNF-αは好中球の細胞内に前駆物質として蓄
積された後,細胞膜を通して分泌される19･20･21)｡つ
まり,フローサイトメトリーによって細胞内に
TNF-αの発現が認められたとしても,活性型
TNF-αとして必ずしも分泌されているわけでは
ないという可能性が考えられる｡今回のin vity10
の実験において,肺炎球菌刺激における骨髄細胞
ではTNF-α産生Gr-1陽性細胞が増加している
にも関わらず,その培養上清にTNトαが検出さ
れなかったことからも,この可能性が十分に示唆
される.また, invivoの実験において, LPSをマ
ウスに静脈投与することで,投与後1時間と急早
期に血清中のTNfLαがピークを迎えることか
らも22),肺炎球菌未感染の状態で牌臓や骨髄に
3%前後存在しているTNF-α産生Gr-1陽性細
胞のような細胞が,外界からの刺激に対して早期
にTNF-αを放出するために,ある程度TNF-α
を蓄えていると考えられる｡これまでの研究で
我々は,肺炎球菌感染後の肺内におけるTNF-α
産生や好中球の集積に, NKT細胞やγ♂T細胞が
重要な役割を担うことを明らかにしており23･24㌧
今後は感染局所でのみTNF-αを分泌するGr-1
陽性細胞のメカニズムをこれら細胞の関与を考慮
に入れつつ検討して行く予定である｡
今回フローサイトメトリー解析で用いたPE標
識抗Gr-1抗体は,Ly-6GとLy-6Cの2つのGPI
結合膜型糖タンパクを抗原として認識している｡
近年の研究で, Ly-6GとLy-6Cを発現している
細胞はそれぞれ異なる機能を持った細胞集団とさ
ー19　-
丹野大樹･八田益充･他
れ,単純にGr-1陽性細胞を好中球として捉える
ことができないという報告がされている25･26)｡今
回の我々の実験では, PE標識抗Gr-1抗体のみで
しか検討を行っていないため,検出されたGr-1
陽性細胞がLy-6G陽性の頼粒球系細胞集団であ
るのか,それともLy-6C陽性の単球系細胞集団で
あるのかまでは特定できていない｡今後の課題と
して,Gr-1陽性細胞についてもさらなる詳細な検
討を行っていかなければならないと考える｡
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